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論文内容の要旨
無脊椎動物から脊椎動物に苓.るまで共通して見られる原腸陥入という発生現象ti，細胞の活発な形態形
成運動により起こり，その結果肢の基本体制が確立するという点で重要な意味を持っている。当研究室で
偶然発見されたアフリカツメガエル (Xe凡opusla訓 iis)のあるメスの個体 CNo.65平)が産む卵は全て，
配偶させるオスに拘わらず1京腸陥入開始直後に発生を停止することから， No.65♀は母性効果突然変異を
起こしていると推察される。 No.6fi♀の未受精卵から抽出したタンパク質の，二次元電気泳動法による分
離バターンを野生型のものと比較すると，野生型卵には常に存在する分子量38キロダルトン CkDa)の酸
性タンパク質が欠損していることがわかった。そこで本研究では， 38kDaタンパク質が原腸陥入という進
化的に保存された，発生学上重要な現象に果たす役割を解明することを同的として，このタンパク質に対
するモノクローナル抗体を作製し，野牛.型応における38kDaタンパク質の発現や局在を免疫生化学および
免疫組織学的に調べ，さらにこのタンパク質をコードする遺伝子のクローニングを行った。
今回作製した抗体 (9D10抗体)を用いた......~次元のImmunoblot法により，野生型匹における38kDa タ
ンパク質の発現を調べたところ， 38kDaタンパク質は卵割期からオタマジャクシ期までの匹には常に仔代
しているが.lA4たりの量は中期尾芽匹期以降減少する傾向を示した。一方. :-Jo.65平由来の 2細胞期の
突然変異脈のサンプルに対する一次元のImmunobloti法ー の結果， 8.3kDaのバンドがこの抗体により認識
された。
間接蛍光抗体法により.32細胞期の野生型匹および突然変異匪における9D10抗原の分布を調べたとこ
ろ，その存証を示す蛍光がほとんど全ての割球の細胞質に，とりわけやや強い蛍光が，害IJ球の外部に面し
た側の細胞膜直下に見られ.両者では違いが認められなかった。さらに野生型匹では.原版n壬期には外匹
葉性の細胞に，そして尾芽!匹期以降は繊毛よ皮細胞に9DlO抗原が局れ L， このことはWholc-mount
Immunocytochemistryによっても確認された。
一次疋のImmunobloL法において.野生引院では38kDaタンパク質と特異的に反応する91)10抗体が，
「
??
「 ?
突然変異匪では8.:3kDaのタンパク質のバンドを認識することや，間接蛍光抗体法による9DI0抗原の分布
が卵割期の野生型匹と突然変異怪でほとんど同じであることから，突然変異併で・は:1RkDaタンパク質が部
分的に翻訳されている可能性が示唆された。
アフリカツメガエルの卵巣由来のcDNA発現ライプラリーを， 9DlO抗体を用いてスクリーニングした
ところ複数の陽性クローンが得おれ，その内の一つのクローンに挿入されたcDl¥λの塩基配ダIJを決定した。
このcDNAの全長は1755塩基対であり， 936指基対から成るORF(opcnreading fnuue)を持っていた。
その権基配列から予想されるアミノ酸配列の比較から，類似のモチーフ構造を持つタンパク質がヒト，線
虫そして酵母に存在していることがわかったが，それらのタンパク質の機能は現存のところ不明である。
論文審査の結果の要旨
!原腸陥入という現象は，無脊椎動物から骨惟動物までほとんどの多細胞動物に共通に見られ， この発生
過程を経ることによって匹の基本体制が確立するという点で，発生学上極めて重要な意味を持っている。
しかしながら，現在までこの現象に関守ーする分子についてはほとんど明らかになっていなL、
申請者は本研究で，アフリカツメカのヱルの野生型旺には常に存在するが，原腸陥入不全をポす突然変異
匹には欠損する酸性タンパク質に対するをノクローナル抗体を作製した。野生型経におけるこのタンパク
質の役割|を明らかにする目的で， jfi内分命を免疫生化学及び免疫細胞学的に調べ， このタンパク質は受精
卵から幼生期まで常に匪に存布し原腸座期には外肝葉細胞の細胞質に，尾芽腕期以降はキ.として繊毛上
皮細胞の繊毛の品i11~に局在することを明らかにした。また.突然変異匪ではこのタンパク質は大きな欠失
を持つことが明らかとなり， この突然変異が欠失突然変見であることが示唆された。次に， この抗体を用
いてファージの発現ベクターに組み込まれた卵巣のm-RNA由来のc-D河Aライブラリーをスクリーニング
してこのタンパク質をコードする遺伝子のクローニングに成羽jした。クローニングした遺伝子の塩基配列
から全長は1755塩幕対で， 936塩越対から成る読みとり枠(openreading frame)を持ち，予想されるア
ミノ酸配列の比較から類似のタンバク質が酵母，線虫やヒトにも存准することを明らかにした。
原腸陥入という現象は幅広い動物種に見られ，本研究における抗体の作製や遺伝子のクローニングの成
功は，原腸焔入が他の動物でも相同なタンパク質によって制御されているという可能性を検諒する上での
糸口を与えた。このように，木研究は原腸陥入という発生学上重要な現象の解明に大きな貢献をしたと評
価でき，博士(理学)の学位を授与するに値すると審査した。
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